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PEPTIDES CHELATANT L'URANIUM ET LEURS APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a des peptides chelatant 1 'uranium 
ainsi qu'a leurs applications pour la decontamination des sols et des eaux, ainsi que 
pour la detection et le traitement des personnes contaminees par l'uranium. 

L'uranium est normalement present dans l'environnement en 
concentration tres faible, sous la forme d 'isotopes 238 (99,27%) et 235 (0,72%) qui se 
decomposer par emission de particules alpha de faible toxicite radiologique ; la 
forme uranyle (U0 2 2+ ) represente la forme la plus commune de l'uranium dans une 
atmosphere oxygenee. 

Toutefois, dans des sites particuliers, comme pres des mines de 
mineraux d'uranium, des sites de stockage (controle nucleaire ou stockage de muni- 
tions a l'uranium appauvri) ou bien dans le cas d'accident nucleaire, la concentration 
de ce metal peut etre beaucoup plus elevee et represente un danger pour l'homme, du 
fait de son accumulation dans les reins et dans les os : toxicite pour le tissu renal et 
1 5 developpement de cancers du tissu osseux. 

La decontamination des sites et des personnes contamines necessite 
de disposer, d'une part de moyens de neutraliser la toxicite de l'uranium dans 
l'environnement et dans l'organisme des individus contamines, et d'autre part de 
reactifs de detection, efficaces et specifiques pour ce metal. Toutefois, il n'existe pas 
actuellement de moyens efficaces de detection et de decontamination de l'uranium, 
notamment du fait de 1'absence de ligands specifiques de l'uranium, capables de 
detecter l'uranium (senseur) et de chelaterce metal toxique qui pourrait etre present 
dans un environnement et/ou dans un milieu biologique contamine, afin de realiser sa 
decontamination. 

Le traitement actuel de decontamination des sols est effectue princi- 
palement par 1 'excavation, la recolte et le stockage dans des sites appropries ou par 
1'extraction de l'uranium a 1'aide d'agents chelatants ; ces traitements physico- 
chimiques sont chers, peu ou pas specifiques et peu adaptes au traitement de surfaces 
contaminees tres etendues et presenter en outre un risque de contamination eleve 
pour les operateurs, du fait d'une exposition repetee a l'uranium. Alternativement, il a 
ete propose d'utiliser des organismes vivants (microorganismes ou vegetaux supe- 
rieurs) pour decontaminer les sols et les eaux contamine* par l'uranium. Cette 
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methode repose sur I 'absorption des metaux et done sur leur sequestration par ces 
organismes. Par exemple, des vegetaux sont capables d'absorber les metaux toxiques 
par les racines et de les accumuler dans les feuilles, qui sont ensuite recoltees et 
stockees dans des sites approves ; les organismes actuellement disponibles ne 
5 permettent pas une decontamination efficace des sols et des eaux contamines du fait 
de leurs faibles capacites d 'extraction, de tolerance et d 'accumulation de 
concentrations elevees de metaux toxiques. 

La detection de 1 'uranium chez les personnes susceptibles d'avoir 
ete contamin6es par 1'uranium est realisee ex situ par spectrometrie de masse a plasma 
0 (ICP-MS) ; cette technique est lourde a mettre en oeuvre et onereuse. 

Le traitement des personnes contaminees par 1'uranium est effectue 
par administration d'agents chelatants qui lient 1'uranium, favorisant ainsi son excre- 
tion et reduisant par consequent son depot dans les reins et les os. Parmi les principaux 
agents chelatants de 1'uranium, on peut citer : I'acide diethylene triamine pentacetique 
5 (DTP A), I'acide 5-aminosalicylique (5-AS), I'acide gallique, le sulfocathecole le 
carboxycathecole et 1 'hydroxypyridinone ; ces agents chelatants presentent 
1 'inconvenient de ne pas etre specifiques de 1'uranium. 

Differentes approches ont ete developpees pour detecter specifique- 
ment certains metaux, notamment en milieu aqueux ou dans des echantillons 
0 biologiques : 

- des senseurs chimiques fluorescents (Tsien, 1993 : Fluorescent 
chemosensors for ion and molecule recognition, pages 130-146, Czarnik AW (ed) 
American Chemical Society, Washington DC) ; ces senseurs fluorescents sont 
specifiques du sodium, du potassium, du calcium et du magn6sium ; en revanche, 
aucun senseur chimique specifique de 1 'uranium n'a ete decrit. 

- des senseurs peptidiques fluorescents (biosenseurs) constitues par 
un peptide d'environ 26 acides amines derive d'un domaine en doigt a zinc ou Zinc 
finger domain, marque par au moins un groupement fluorescent (Walkup et al 1 996 
J. Am. Soc, 119, 3443-3450 ; Godwin et al., 1998, J. Am. Soc, 118, 6514-6515 ' 
Walkup et al., 1997, J. Am. Soc, 1,9, 3443-3540). En presence d'ions zinc, ces 
b.osenseurs peptidiques se structurent autour du metal et exposent le groupement 
fluorescent a des changements d'environnement qui se traduisent par une variation 
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demission de fluorescence qui est fonction de la concentration du metal. 
Alternativement, lorsque les peptides sont conjuguds a deux groupements fluorescents 
appropries, la liaison du zinc au peptide entraine une modification de conformation 
favorable a un transfert efficace d'energie entre les deux fluorophores (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer ou FRET), resultant en 1'emission d'un signal fluorescent 
proportionnel a la concentration du metal (Wallcup et al., 1996, precite). Du fait de la 
structure du domaine en « doigt a zinc » qui est adaptee a la chelation d'ions a 
geometrie tetraedrique, comme le zinc, ces biosenseurs ne permettent pas la chelation 
de 1'uranium, qui sous sa forme uranyle (U0 2 2+ ) la plus courante en milieu oxygene 
presente une geometrie bipyramidale a base pentagonale ou hexagonale avec un 
nombre de coordination de 7-8 (uranium VI). 

- des senseurs proteiques fluorescents, denommes « cameleons » 
constitues par une proteine de fusion comprenant successivement de son extremiti 
NH 2 vers son extremit6 COOH : un mutant bleu ou cyan (EBFP ou ECFP, donneur de 
fluorescence) de la proteine fluorescente GFP derivee de la meduse Aequorea victoria 
la calmoduline (CaM) comprenant les domaines N- et C- terminaux et les sites I et II 
de fixation de Hon calcium, un peptide de 26 residus se liant a la calmoduline et 
derive du domaine liant la calmoduline d'une kinase de la chaine legere de la myosine 
(MLCK), et un autre mutant vert ou jaune de la meme proteine fluorescente (EGFP ou 
EYFP, accepteur de fluorescence), (Miyawaki et al., Nature, 1997, 388, 882-887) La 
liaison du calcium a la calmoduline provoque un changement conformational dans la 
proteine de fusion, qui forme un nouveau site auquel se fixe le peptide, et qui produit 
une association entre les deux proteines fluorescentes et un positionnement dans 
1'espace favorable a un transfert efficace d'energie du donneur (EBFP ou ECFP) vers 
l'accepteur de fluorescence (EGFP ou EYFP), produisant ainsi une augmentation de la 
fluorescence emise par l'accepteur de fluorescence (EGFP ou EYFP). D'autres 
indicateurs fluorescents « cameleons » plus sensibles et specifiques pour une gamme 
de concentrations de calcium plus etendue ont egalement ete obtenus (Truong et al 
Nature Struct. Biol., 2001, 8, 1069-1073). Ce systeme d'indicateur fluorescent qui 
repose sur les variations de conformation induites par la liaison du calcium au 
complexe calmoduline-MLCKp est specifique du calcium et ne permet done pas de 
detecter d'autres ions metalliques, comme par exemple l'uranyle. 
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- des ligands peptidiques selectifs de metaux lourds, derives de 
motifs helice-boucle-helice (Bonn et al., Biopolymer, 1989, 28, 353-369 ; Dadlez et 
al., FEBS Lett, 1991, 282, 143, 146 ; Marsden et al., Biochem. Cell. Biol.', 1990, 68, 
587-601 ; Shaw et al., Science, 1990, 249, 280-283 ; Reid et al., Arch.' Biochem' 

5 Biophys., 1995, 323, 115-119; Procyshyn et al., J. Biol. Chem., 1994, 269, 1641- 
1647) ; ces peptides presenter,! une faible structtiration de leurs hdlices en milieux 
aqueux, ainsi que de faibles affinites pour les metaux divalents (Kd de l'ordre du 
millimolaire). 

- des bacteries contenant un promoteur pouvant traduire la presence 
10 d'un metal toxique en un signal lumineux (Bechor et al. Biotechnol., 2002, 94, 125- 

132; Lee et al., Biosen. Bioelectron., 2003, 18, 571-577); dans ces sys'temes le 
toxique agit comme facteur de stress cellulaire et induit ainsi une expression alteree 
d'une proteine bioluminescente, qui represente le signal detecte ; ces systemes ne sont 
done pas specifiques de 1 'uranium et des metaux toxiques en general. 

II ressort de ce qui precede qu'il n'existe pas actuellement de ligands 
specifiques de 1 'uranium, capables de detecter (senseur) et de chelater ce metal 
tox,que qui pourrait etre present dans un environnement et/ou dans un milieu 
biologique contamine, afin de realiser sa decontamination. La chelation specifique de 
1 'uranium dans 1 'environnement (sol, eau, ..) et dans 1'organisme vivant est neanmoins 
20 difficile a realiser, du fait de la presence de fort exces d'autres metaux, comme les 
metaux alcalino-terreux ou les lanthanides qui sont competiteurs pour la fixation de 
Puranium.. 

En consequence, les Inventeurs se sont donnes pour but de pourvoir 
a un agent capable de chelater specifiquement 1'uranium (VI), sous la forme d'uranyle 
25 (U0 2 2+ ). y 

De masse 16,7 kDa, la calmoduline est ubiquitaire dans les cellules 
eucaryotes et joue un role important dans la traduction du signal entre differents 
compartments cellulaires medie par des variations de la concentration en calcium En 
reponse a une augmentation de la concentration intracellular de calcium, elle subit un 
30 changement conformationnel qui lui permet de Her et d'activer diverses cibles 
prote,ques cellulaires. Ce changement structural est similaire a celui qui est observe 
pour la troponine C et est essentiel dans la contraction musculaire. La structure aux 
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rayons X a ete resolue et montre que la proteine prdsente deux domaines N- et C- 
terminaux, comprenant chacun deux sites de fixation de 1'ion calcium du type helice- 
boucle-helice, le motif structural le plus commun pour la chelation du calcium present 
dans de nombreuses autres proteines liant le calcium comme, par exemple la 
■ troponine C et la parvalbumine. La structure de ce motif est hautement conservee dans 
toutes les proteines : une boucle de 12 acides amine, est encadree par deux helices 
alpha ; la boucle coordonne le metal via des rtsidus d'acide aspartique et glutamique 
ams, que par un groupement carbonyle du sque.ette peptidique et par une molecule" 
d'eau. La structure detaillee du site I de la calmodulin de Paramecium tetraurelia 
(figure 1) montre que le calcium est dans une geometrie en bipyramide a base penta- 
gon^ ; les distances Ca-O se situent entre 2,1 et 2,3 A et les constantes de dissocia- 
tion sont de 1'ordre de 10 uM pour les sites I et II a basse affinite, et de 1 uM pour les 
sites III et IV a haute affinite. Une cooperation entre ces sites a ete mise en evidence ■ 
la ha Ison du calcium aux sites I et II augmente fortement 1'affinite des sites III et IV 
La sequence de la boucle chelatante est tres conservee dans la calmodulin. En fait 
1 'homme et la plupart des vertebres ont la meme sequence dans cette boucle. 

A partir de la sequence du motif helice-boucle-helice des sites de 
fixation du calcium de la calmodulin de Paramecium tetraurelia, les Inventeurs ont 
prepare des peptides mutants possedant les proprietes suivantes : 

- ils presentent - sous forme de peptide isole et en presence de 
certams metaux - une conformation ordonnee compatible avec une structure en 
helice-boucle-helice, et 

- ils Hent - sous fotme de peptide isole ou de proteine ineluant au 
moms une sequence dudi, peptide - se.ecnvemen. Puranium dans sa forme uranyle 
avec une affinite elevee (Kd de Tordre du uM), e, ee mfcne en presence d'autres 
metaux, de tampons varies ou d'autres ions physiologies on naturels, possedam des 
caractenstiques de coordination proches de celles de 1'uranium. 

De tels peptides ou les proteines ineluant one on plusieurs de ces 
sequences peptidiques ont des applications dans : 

- la production de nouvelles bacteries et de nouvelles espices 
veg^es modifiees expriman. des proteines enrichies en cette sequence pepttdique 
donees d'une capaci.e accrue de fixation, d'absorption e, d'accumulation de ce metal 
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toxique, utiles pour la decontamination biologique des sols et fluides containing par 
l'uranium, 

- la fabrication de nouveaux senseurs fluorescents peptidiques et 
proteiques de l'uranium, utiles pour la detection specifique de l'uranium, notamment 
chez des individus susceptibles d'etre contamines, 

- la production de nouveaux microorganismes modifies qui utilisent 
le peptide specifique de l'uranium ou la proteine calmodulins incluant de un a quatre 
sites selectifs de l'uranium, en tant qu'element sensible pour traduire la presence de 
1 'uranium en un signal lumineux, et 

- la formulation de nouveaux medicaments pour le traitement des 
personnes contaminees par l'uranium. 

En consequence, la presente invention a pour objet un peptide, 
caracterise en ce qu'il possede une structure du type helice-boucle-helice comprenant' 
la sequence d'une boucle de la calmodulin incluant au moins une mutation en residus 
neutres selectionnes dans le groupe constitue par Ser (S), Thr (T), Cys (C), His (H) 
Tyr (Y), Asn (N) et Gin (Q) d'un, deux ou trois residus d'au moins 1'un des quatre 
sites de fixation du calcium de la calmoduline : 

. site I : residus selectionnes parmi les residus D20, D22 et D24, 
. site II : residus selectionnes parmi les residus D56, D58 et N60, 
. site III : residus selectionnes parmi les residus D93, D95 et N97, 
. site IV: residus selectionnes parmi les residus D129 D131 et 

D133, 

lesdites positions etant indiquees en reference a la sequence de la calmoduline 
humaine (SWISSPROT P02593). 

Selon un mode de realisation avantageux dudit peptide, la mutation 
est de preference une mutation en residus neutres de threonine (Thr), de serine (Ser) 
ou d'asparagine (Asn). 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, la 
mutation est de preference une mutation en un residu de thr6onine du residu D20, D22 
ou D24, une mutation en un residu de threonine, de serine ou d'asparagine desdeux 
residus D20 et D24, des deux residus D20 et D22 ou des deux residus D22 et D24 ou 
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une mutation en un r&idu de threonine, de serine ou d'asparagine des trois residus 
D20, D22 et D24. 

Conformant a I 'invention, pour obtenir un complexe de coordi- 
nation dans lequel 1'uranyle a un nombre de coordination de 7 (geometrie bipyrami- 
5 dale a base pentagonale ou hexagonale), de maniere a fournir a Puranyle, en plus des 
deux atomes d'oxygene en position apicale, 5 ou 6 atomes coordinants places aux 
quatre sommets de la « base carree » de la bipyramide, le peptide selon l'invention est 
mod.fie par rapport au peptide naturel correspondant, pour que le nombre de residus 
d'acdes carboxyliques presents dans la boucle (D20, D22 et D24, E31) soit diminue 
10 de telle sorte qu'il soit inferieur a 4 en substituant au moins le residu 24 ou deux des 
autres residus par un ou deux residus neutres. 

Sauf indication contraire, les positions des mutations sont indiquees 
en reference a la sequence de la calmodulin humaine (SWISSPROT P02593). 

L'invention englobe les peptides derives de la sequence de 
1 5 n'importe quelle calmoduline de vertebre ou d'invertebre. 

Au sens de la presente invention, ladite boucle est celle d'un des 
sites de fixation du calcium de la calmoduline (site I, II, II, ou IV), definie par la 
sequence de 12 acides amines, situee des positions 20 a 31 (site I), 56 a 67 (site II) 93 
a 104 (site III) et 129 a 140 (site IV), en reference a la sequence humaine 
20 (SWISSPROT P02593). 

Le peptide selon l'invention est constitue par un mutant d'un site de 
fixanon du calcium comprenant au moins une mutation au niveau de la boucle du 
motif helice-boucle-helice. Ledit site de fixation du calcium est, soit un des sites de la 
calmoduline, soit un site hybride dans lequel la boucle est celle d'un des sites de la 
25 calmoduline et les helices sont celles d'une autre proteine possedant un motif du type 
hehce-boucle-helice, capable de lier le calcium. 

En consequence, le peptide possedant une structure du tvoe helire h^i^Ar 

Dans le cas ou ledrt peplide derive totalement de la calmoduiine il 
30 oomprend les sequences des helices adjacentes auxdites boucles qui son, denies 
dans les sites I, II, III e. IV de liaison du calcium, a savoir les sequences corres- 
pondant i celles situees respectivement aux positions 7 a 19 et 29 a 38 (site 1) 45-55 
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et 65-78 (site II), 79-92 e. 102-111 (site IH) et 118-128 et I38-I47.(si.e IV), e„ 
reference a la sequence humaine (SWISSPROT P02593). 

Alternativement, dans le cas ou ledit peptide derive partiellement de 
la calmodulins il comprend les sequences des helices d'une proteine possedant un 
mot,f du type helice-boucle-helice, capable de lier le calcium, comme par exemple la 
tropomne C, la parvalbumine, la calbindine, la recovering la neurocalcine, la calpame 
Poncomoduline, ou la proteine sarcoplasmique qui fixe le calcium, les membres de la 
famdle des proteines SI 00 et des proteines VIS et les domaines de fixation du 
calcium de la myosine. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit peptide il 
s'agit d'un peptide cyclique possedant des helices incluant chacune une mutation d''un 
ressdu d'acide amine en un residu de cysteine, lesquelles cysteines etant reliees par un 
pont d.sulfure, ou d'autres residus permettant un pontage chimique. De preference 
ledat peptide derive totalement du site I de la calmoduline et possede les mutations 
F19C et V35C ; des peptides cycliques possedant de telles mutations et apres fixation 
de certains metaux presentent avantageusement une structure ordonnee du type helice- 
boucle-helice lorsqu'ils sont sous forme de peptides isoles. 

Alternativement, d'autres modifications qui impliquent une liaison 
covalente ou meme non-covalente, peuvent stabiliser le motif helice-boucle-helice et 
20 remplacer le pont disulfure. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit peptide il 
mclut egalement la mutation d'un residu -different du ou des residus mutes tel(s) que 
defim(s) ci-dessus- en un residu d'acide amine fluorescent, sensible aux variations de 
IWonnement chimique induites par la fixation de 1'uranyle, de preference ledit 
re*du pent etre situe dans la boucle ou dans les helices a une distance inferieure a 20 
A du sue de fixation de 1'uranyle. Ledit acide amine fluorescent est avantageusement 
un residu de tyrosine (Y) ou un residu de tryptophane (W) et notamment les residus 
suivants : T26Y, T26W, A 1 5W ou F16W. 

Selon une disposition avantageuse des modes de realisation 
precedents, ledit peptide est un mutant du site I de la calmoduline defini par .'une des 
sequences suivantes : SEQ ID NO:4-7 ou SEQ ID NO:9-,2 ; les mutations de ces 
peptides sont illustrees au Tableau I. 
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Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit peptide, 
il est conjugue avec au moins un fluorophore approprie, tel que le dansyle, la 
coumarine, la fluoresceine et les derives Alexa au niveau d'un residu d'acide amine 
approprie, par exemple au niveau des positions 1 5 et 16 sensibles aux variations 
5 conformationnelles et de 1'environnement chimique, induites par la fixation de 
l'uranyle audit peptide marque par un fluorophore. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit peptide, il est 
couple a deux fluorophores differents, respectivement un donneur de fluorescence et 
un accepteur de fuorescence, a des positions induisant des variations 
10 conformationnelles favorables a un transfert d'energie du donneur vers 1'accepteur de 
fluorescence (rapprochement des fluorophores), lors de la fixation de l'uranyle audit 
peptide marque par deux fluorophores. 

Parmi les fluorophores, on peut utiliser des proteines fluorescentes, 
notamment le GFP et ses mutants (EBFP, ECFP, EYFP, EGFP), ainsi que d'autres 

15 molecules fluorescentes, derivees d'organismes marins, comme par exemple le 
DsRed, une proteine fluorescente rouge du corail tropical Dixosoma (Bowen B. et al., 
Photochem. Photobiol., 2003, 77, 4, 362-369), le CopGFP, une proteine fluorescent^ 
verte {green monomeric GFP-like protein), distribute notamment par Evrogen 
(www.evrogen.com) ou le PhiYFP, une proteine fluorescente jaune (yellow 

20 fluorescent protein) distribute notamment par Evrogen (www^yrojenxom). 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit peptide, 
il est associe, par tout moyen approprie, a des molecules permettant le ciblage dans le 
rein et/ou dans les os, par exemple des molecules scFv specifiques, des facteurs de 
croissance specifiques ou des peptides specifiques. 

25 Selon encore un autr e mode de realisation avantageux dudit peptide, 

il est associe, par tout moyen approprie, a des molecules favorisant son excretion in 
vivo, par exemple a des molecules de polyethylene glycol. 

La presente invention a egalement pour objet un polypeptide 
caracterise en ce qu'il comprend la concatenation d'au moins deux peptides identiques 

30 ou differents, tels que definis ci-dessus. 

De tels polypeptides augmentent l'affinite pour 1'uranium, du fait de 
la cooperation entre differents sites de liaison. 
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La presente invention a egalement pour objet une composition 
peptidique, caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide tel que defini ci- 
dessus, comprenant la concatenation d'au moins deux peptides identiques ou diffe- 
rents, tels que definis ci-dessus, associes entre eux par tout moyen approprie et au 
moins un vehicule convenable. 

La presente invention a egalement pour objet une proteine de fusion, 
caracterisee en ce qu'elle est constitute par la fusion en phase de la sequence d'au 
moins un peptide tel que defini ci-dessus avec la sequence d'une proteine appropriee. 

Conformement a 1'invention ledit peptide est fusionne au niveau 
d'un site permissif de ladite proteine, c'est-a-dire au niveau d'une region de cette 
proteine qui, lorsqu'elle est fusionnee a la sequence d'au moins un peptide selon 
Tinvention, confere a ladite proteine de fusion une affinite et une specificite pour 
l'uranium VI , de 1'ordre de celle du peptide isole. 

Parmi les proteines appropriees, on peut citer les proteines possedant 
un motif helice-boucle-helice, capables de fixer le calcium, notamment la calmoduline 
et les proteines issues des precedentes, notamment les senseurs « cameleons », selon 
le principe tel que decrit dans Miyaki et al. et Truong et al., precites. 

Par exemple, lorsque ladite proteine est la calmoduline ou une 
proteine cameleon derivee de la precedente, la sequence dudit peptide est inseree en 
lieu et place de la sequence correspondante dans la calmoduline, a savoir a la place de 
la boucle ou du motif helice-boucle-helice natifs (non-mutes). 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite proteine de fusion 
elle est conjuguee, par tout moyen approprie a au moins un fluorophore, tel que defini 
ci-dessus. De preference, l'une des extremites de la dite proteine est couplee a un 
donneur de fluorescence, et l'autre extremit6 est couplee a un accepteur de 
fluorescence. De maniere preferee, ladite proteine comprend a l'une de ses extremity 
la sequence de l'EBFP ou 1'ECFP et a l'autre extremite la sequence de l'EGFP ou de 



l'EYFP. 



Les peptides, les polypeptides et les proteines fluorescents tels que 
definis ci-dessus qui presentent une affinite elevee et une specificite pour l'uranium, 
represented des senseurs fluorescents specifiques de l'uranium VI utiles pour la 
detection et le dosage de l'uranium dans les sols et les eaux containing, ainsi que dans 
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un echantillon biologique approprie, notamment un echantillon de fluide corporel, issu 
d'un mdividu susceptible d'etre contamine par 1 'uranium. 

En consequence, la presente invention a egalement pour objet 
l'utihsation d'un peptide, d'un polypeptide ou d'une proteine de fusion, tels que defi- 
5 ms c.-dessus, ou un peptide selection^ dans le groupe constitue par les peptides 
possedant une structure du type helice-boucle-helice d'une proteine capable de lier le 
calaum, telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un reactif destine a la detec- 
ts des sols et des eaux contamine* par 1'uranium, ainsi que pour le diagnostic 
d'.nd.v.dus contamines par 1'uranium. De preference, lesdits peptides et lesdites 
1 0 protemes de fusion sont conjugue, a au moins un fluorophore, tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation d'un 
pept.de, d'un polypeptide ou d'une proteine de fusion, tels que defmis ci-dessus ou un 
pept,de selections dans le groupe constitue par les peptides possedant une structure 
du type helice-boucle-helice d'une proteine capable de lier le calcium, pour la prepa- 
15 rat.on d'un medicament destine au traitement des individus contamines par 1'uranium. 

Conformement auxdites utilisations, lesdites proteines capables de 
her le calcium sont notamment la troponine C ou la parvalbumine. Dans de tels cas le 
pept.de mis en ceuvre, correspond soit a la proteine entiere, soit il contient des muta- 
gens d'au moins un residu de chaque helice en un residu de cysteine, de facon a obte- 
20 n.r un peptide cyclique pr^sentant une structure ordonnee du type helice-boucle- 
helice. 

Les peptides selon Invention sont prepares par les techniques 
classiques de synthese en phase solide ou liquide, connues en elles-memes de 
1-Homme du metier. Les proteines selon Invention sont preparees par les techniques 
d'ADN recombinant, connues en elles-memes de l'Homme du metier. 

En consequence, la presente invention a egalement pour objet une 
molecule d'acide nucleique isolee, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 

codant pour un peptide, un polypeptide ou une proteine de fusion, tels que defini ci- 
dessus. 

L'invention a egalement pour objet des sondes et des amorces 
caracterisees en ce qu'elles comprennent une sequence d'environ 10 a 30 nucleotides 
adjacente ou chevauchant un motif du type helice-boucle-helice, une des helices ou la 
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boucle de ce motif, d . une proWine HiM ,, jon ^ ^ ^ ^ ^ ^ 
notammen, .a calmodulin. ; ces sondes e. ces forces permetten, de daccer/amplifie^ 
specfiquemen, .esdi.es molecules d'acide nucleique eodan, u„ pep,ide selon 
1 invention. 

5 Us molecules decide nucleique selon Invention sont obtenues par 

des methodes Cassioues, eonnues en elles-memes, en suivan, les pro,oe„,es standards 

ausubeT^TT da " S CUmM Pr ° ,OCOb M °' ea " ar BM ™ P**** « 

A USUBEL, 2000. Wiley and son I„c, Library of Congress. USA). 

Les sequences codan. pour un peptide, un polypeptide ou one 
.0 pro erne selon IWntio, peuven, are obtenues par amp.ification dWe sequence 
nucle,,ue pa, PCR ou RT-PCR ou bien par crib.a g e de banques d'ADN genomique 
Par hybr-dadon avec one sonde homologue. Par exe mp ,e, e„es son, amplifiees par 
PCR a 1 a,de d une paire d'amorces appropriee telle que definie ci-dessus. 

U preseme invention a egalemen, pour obje, un vecteur recombinant 
eucaryo.e ou procaryote, caracterise en ce qu'i, comprend un insert co„s,i«ue par une 
molecule decide nucleique eodan, pour un peptide, un pCy^ ou „ ^ de 
taon ,e s que definis ci-dessus. De nombreux vec.eurs dans lesquels on peu, inserer 
une molecule decide nucleique d'taere, afin de Hn.roduire e, de la mai„,e„ ir dans 
une cellule ha.e eucaryote ou procaryo«e, son, connus en eux-memes ; ,e choix d-un 
20 vecteur approprie depend de .'utilisation envisage pour ce vecteur (par exemple rtpli- 
cation de .a sequence dMntere,, expression de cette sequence, maintien de ,a serene* 

,T ""^ OU «- dans le materiel chrornosomique 

de hote), - que de la nature de ,a cellule hdte. Par exemple, on peu, utiliser des 
vecleurs viraux ou non-viraux comme des plasmides. 

" H , ,, ^ Pr ' f<renCe - Ied " Ve ° ,eUr recorabin »' ™ veeteur d'expression 
dans leque, ladi.e molecule d'acide nucleique ou Pun de ses fragment son, places sous 

le conMle d'elemems regula.eurs de la tianscription ., de ,a .reduction appropries En 
outie, led,, vecteur peu, comprendre des sequences (etiquettes ou ,a g) (usionnees en 

30 T, " 5 ' ^ 3 ' d ° d " inSH1 ' U " leS >" '".isation, «/ou ,a 

30 detection et/ou ,a purification de la proline de fusion, du peptide ou du peptide 
expnmes a partir dudit vecteur. JV«P"ae 
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Ces vecteurs sont construits et introduits dans des cellules hotes par 
les methodes classiques d'ADN recombinant et de genie genetique, qui sont connues 
en elles-memes. 

La presente invention a egalement pour objet des cellules eucaryotes 
ou procaryotes modifiees par un vecteur recombinant tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un organisme animal 
non-humain transgenique, caracterise en ce qu'il comprend des cellules modifiees par 
une molecule d'acide nucleique telle que definie ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet une plante trans- 
genique, caracterisee en ce qu'elle comprend des cellules modifiees par une molecule 
d'acide nucleique telle que definie ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet des cellules pro- 
caryotes ou eucaryotes modifiees par un systeme de regulation, qui traduit la presence 
d'uramum en un signal lumineux. Par exemple, la structure du peptide selon 
1'mvention peut etre inseree dans un regulator ou dans un represseur d'un gene 
codant pour une proteine bioluminescente, par exemple le gene lux ; la fixation de 
I'uramum sur ce regulateur ou represseur ainsi modifie permet la transcription du gene 
et done 1 'expression de la proteine bioluminescente, selon un mecanisme similaire a 
celm deja decrit pour le represseur merR sensible au mercure (Summers AO et al. 
20 Annu. Rev. Microbiol., 1986,40, 607-634). 

Les cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees par une molecule 
d'aade nucleique telle que definie ci-dessus et les. plantes transgeniques telles que 
defimes ci-dessus, qui expriment des proteines enrichies en la sequence peptidique 
selon 1'invention, sont douees d'une capacite accrue de fixation, d'absorption et 
25 d'accumulation de I'uranium ; elles sont done utiles pour la decontamination des sols 
et des fluides contamines par 1 'uranium. 

En consequence, la presente invention a egalement pour objet 
l'uuhsation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees par une molecule d'acide 
nucleique telle que definie ci-dessus et des plantes transgeniques telles que definies ci- 
30 dessus pour la decontamination des sols et des eaux contaminees par 1 'uranium 
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Les cellules transformees, telles que definis ci-dessus, sont egale- 
ment utiles notamment pour la production du peptide, du polypeptide ou de la proteine 
de fusion tels que definis ci-dessus. 

En outre, les cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees par un 
5 promoteur tel que defini ci-dessus sont utiles pour la detection specifique de 1'uranium 
VI. 

En consequence, la presente invention a egalement pour objet 
l'utilisation de cellules procaryote ou eucaryotes modifiees par un promoteur, telles 
que d6finies ci-dessus, pour la preparation d'un reactif destine a la detection des sols 
0 et des eaux contamines par 1'uranium, ainsi que pour le diagnostic d'individus conta- 
mines par 1'uranium. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps, caracte- 
rise en ce qu'il se lie selectivement au peptide tel que defini ci-dessus, en presence ou 
en 1'absence de 1'uranium ; un tel anticorps ne se lie pas a des peptides du type helice- 
5 boucle-helice qui ne possedent pas les mutations telles que definies ci-dessus. 

^invention englobe les anticorps polyclonaux, les anticorps mono- 
clonaux, les anticorps chimeriques tels que les anticorps humanises, ainsi que leurs 
fragments (Fab, Fv, scFv). 

De tels anticorps sont utiles pour la purification et 1 'immobilisation 
D sur un support approprie, des peptides, des polypeptides et des proteines de fusion tels 
que definis ci-dessus ou pour la detection de 1'uranium dans la forme complexee aux 
peptides, aux polypeptides ou aux proteines de fusion, tels que definis ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet un kit pour la detection 
d'une contamination par 1'uranium, caracterise en ce qu'il comprend au moins : un 
peptide, un polypeptide, une proteine de fusion ou un anticorps tels que definis ci- 
dessus, ou bien une cellule procaryote ou eucaryote modifiee par un promoteur, telle 
que d^finie ci-dessus. 

Outre les dispositions qui precedent, Invention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se referent a 
des exemples de mise en oeuvre des antigenes et des anticorps selon la presente 
invention ainsi qu'au tableau I resumant les sequences de la Demande, dans lequel les 
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residus de la calmodulin qui ont ete mutes sont indiquees en gras et soulign6s, et aux 
dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 illustre en haut la structure tridimensionnelle du site I de 
la calmodulin de Paramecium tetraurelia et la coordination d'un ion calcium ; en 
bas, des residus coordonnant le calcium dans les quatre sites, 

- la figure 2 illustre les sequences des peptides derives du site 1 de la 
calmodulin qui ont ete etudies, 

- la figure 3 illustre les spectres de dichroisme circulaire d'une 
solution 50 uM du peptide cyclique CaMlc en presence d'ions calcium dans MES 10 
mM (pH 6,5), ajoutes a des concentrations egales a 0, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 20 equiva- 
lents, 

- la figure 4 illustre les variations de l'intensite de dichroisme 
circulaire a 222 nm du peptide CaM-Mlc, en fonction de la concentration molaire de 
calcium et son adaptation a la courbe d'isotherme de liaison, 

- la figure 5 illustre les variations de l'intensite de fluorescence au 
maximum d'emission en fonction de la concentration molaire des ions Terbium (a 545 
nm) et Europium (a 618 nm), ajoutes au peptide CaM-Mlc. Les courbes represented 
les isothermes de liaison adaptees aux points experimentaux, 

- la figure 6 represente le diagramme de speciation de l'uranium (VI) 
20 a une concentration de 1 uM, 

- la figure 7 est une representation schematique de l'uranyle dans la 
boucle coordinante de la calmodulin mutee (peptide CaM-M3c), obtenue a partir de 
la structure tridimensionnelle de la boucle de la calmodulin (code PDB : 1EXR), 

- la figure 8 illustre les spectres dichroiques d'une solution du 
peptide CaM-M3c 20 uM dans le tampon MES 1 mM, en presence de 8 equivalents 
de divers meteux, 

- la figure 9 illustre les spectres de fluorescence correspondant au 
titrage par le peptide CaM-M3c, d'une solution 2,0 uM de nitrate d'uranyle dans 1'eau 
a pH 6,5, 

- la figure 10 illustre les spectres de fluorescence correspondant au 
titrage par le peptide CaM-M3c, d'une solution 2,0 uM de nitrate d'uranyle en tampon 
phosphate 1 mM, pH 6,5, 
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- la figure 11 illustre la variation de 1'intensite d'emission de 
fluorescence (a 520 nm) d'une solution 2,0 uM de nitrate d'uranyle en tampon 
phosphate 1,0 mM, en fonction de la quantite de peptide CaM-M3c et son adaptation 
avec la relative equation d'isotherme de liaison, 

5 - la figure 12 illustre la diminution de fluorescence de solutions de 

mtrate d'uranyle 20,0, 2,0 et 0,2 uM en presence d'ions metalliques calcium 2,0 mM 
magnesium 2,0 mM et sodium 0,4 mM (et de tampon phosphate 1,0 mM), en fonction 
de la quantite de peptide CaM-M3c. Cette experience mime un titrage de 1'uranium 
present comme contaminant dans une eau de source, 

- la figure 13 illustre les spectres de titrage par la proteine 
calmodulins d'une solution 2,0 uM de nitrate d'uranyle en tampon phosphate 1,0 mM 
(pH 6,5), 

- la figure 14 illustre le titrage par SLRT d'une solution de nitrate 
d'uranyle 0,4 uM dans un tampon phosphate 1,0 mM (pH 7,0) par une solution de 
Calmodulin (0 a 8 uM), puis titrage du melange final par du calcium (de 0 a 8 mM) 
Chaque point represente la valeur de 1'intensite relevee au maximum du spectre de 
l'ion uranyle libre en solution corrigee par les variations de 1'intensite du tir LASER. 

- la figure 1 5 illustre les spectres de fluorescence du peptide ligand 
de la calmodulin en .'absence de ,a proteine (courbe a traits), en presence de I 
equivalent de calmodulin (courbe continue), avec calcium (courbe a traits et points) 
ou uranium (courbe pointillee). 

- la figure 1 6 illustre la simulation des points experimental* obtenus 
dans 1'experience de „,rage d'une solution d'ura„ yle 0,4 M M par la calmodulin, en 
utthsan, ,e logicie, Dynafit. Quatre simulation, on. ete proposes au !ogicie.' en 
Ptenan. en compte de . a 4 sites a haute affinite po„ r r uranillm par mol6cu|e ^ 
proteme. Seule la courbe cotrespondan. a 2 sites es« reprfeen.ee ici car e!le seu.e 
conduit a une simulation coirecte de I 'experience et 

figure 17 correspond a la simulation des points experimental 
obtenus dans .'experience de competition entre calcium e, ura„ yI e pour ,a 
calmoduline, obtenue par !e rogiciel Dynafit, en condemn, „ue chaque monomere de 
proteine calmoduline contient deux sites independants I'un de 1 'autre. 
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Tableau I : Liste des peptides etudies dans la Demande 



N° d'identification 



SEQ ID NO : 1 



SEQ ID NO : 2 



SEQ ID NO : 3 



SEQ ID NO : 4 



SEQ ID NO : 5 



SEQ ID NO : 6 



SEQ ID NO : 7 



SEQ ID NO : 8 
SEQ ID NO :9 



SEQ ID NO :10 



SEQ ID NO:11 



SEQ ID NO: 12 



Sequence 



EQIAEFKEAFALFDKDGDGTITTKELGTVMRfii 



EQIAEFKEAFALCDKDGDGYITTKELGTCMRfil 



EQIAEFKEAFALCDKDGDGYITTKD LGTCMRSI 



EQIAEFKEAFALCTKDGTGYITTKELGTCMRSL 
EQIAEFKEAFALCNKNGNGYITTKELGTCMRRI 



EQIAEFKEAFALCDKTGTGYITTKELGTCMRSL 



EQIAEFKEAFALCTKTGDGYITTKELGTCM Rfil 



RRKWQKTGHAVRAIGRL 

EQIAEFKEAFALCSKDGSGYITTKELGTCMRSL 
EQIAEFKEAFALCTKTGTGYITT KELGTCMRSI 

— — . - . . . "*^^ l *** a ~ c *~ m ~~ — 



EQIAEFKEAFALCTKDGDGYITTKFI flTPMRgi 



EQIAEFKEAFALCDKDGTGYITTKELGTCMRSI 



Norn 



CaM 



CaM-M1c 



CaM-M2c 



CaM-M3c 



CaM-M4c 



CaM-M5c 



CaM-M6c 



MLCKi 
CaM-M7c 



CaM-M8c 



CaM-M9c 



CaM-M10c 



Exemple I : Materiels et Methodes 

1 ) S vnthese oeptidiq ue 

Les peptides ont ete synthases en phase solide, avec un synthetiseur 
automatique de peptides Applied Biosystems, mod. 433A, et en chimie Fmoc, qui 
utilise le groupement fluorenylmethyloxycarbonyle (Fmoc) pour la protection tempo- 
ral de la fonction a-aminique des acides amines. Les groupements protecteurs utili- 
ses pour les chames lat6rales des acides amines ont ete le tertio-butyle ether (tBu) pour 
les residus Ser, Thr et Tyr ; tertio-butyle ester (OtBu) pour Asp, Glu ; trityle (Trt) pour 
Gin, Asn, Cys ; tertio-butyloxycarbonyle (Boc) pour Lys et 2,2,5,7,8-penta- 
metylchromane-6-sulfonyle (Pmc) pour Arg. 

La reaction de couplage a ete effectuee en presence d'un exces de 10 
equivalents d'acide amine (1 millimole) par rapport a la resine (0,1 millimole). Celle- 
ci a d'abord ete deprotegee du groupement Fmoc par une solution de piperidine 20 %. 
La piperidine en exces a ete eliminee par lavage au N-methylpyrrolidone (NMP). Le 
suivi de la reaction de deprotection a ete effectuee par detection UV a 305 nm des 
adduits dibenzofulvene-piperidine. Parallelement, 1'acide amine a ete dissous dans un 
melange constitue de 1 ml de NMP et de 1 ml d'une solution 1 M de 1 -N-hydroxy-7- 
azabenzotriazole (HOAt) dans du NMP. Une solution de 1 ml de N.N'-dicyclohexyl- 
carbodiimide (DCC) 1 M dans NMP a alors ete ajoutee pour former Pester active de 
1'acide amine. Apres 40 minutes, cet ester actif a ete introduit dans le reacteur 
contenant la resine deprotegee. 
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En fin de synthese, la resine a ete lavee plusieurs fois au 
dichloromethane (DCM). Le clivage du peptide et la deprotection des groupements 
protecteurs des chaines laterales des acides amines ont ete effects en conditions 
acides. La resine a ete mise en suspension (100 ml par gramme de resine) dans une 
5 solution de 8 1 ,5 % d'acide trifluoroacetique (TF A), 5% de phenol, 5% de thioanisole, 
5% d'eau, 2,5% d'ethanedithiol et 1% de triisopropylsilane pendant trois heures sous 
agitation a temperature ambiante. Apres filtration sur fritte, le milieu reactionnel a ete 
precipite a 1 'ether diisopropylique puis centrifuge. Le culot a &e separe du surnageant 
et dissous dans du TFA. Apres reprecipitation a 1'ether et centrifugation, le culot a ete 
1 0 a nouveau dissous dans de 1 'acide acetique 20% puis lyophilise. 

Le produit reactionnel brut obtenu a ete purifie une premiere fois 
sur colonne preparative Vydac CIS phase inverse (1,0 x 25,0 cm) en utilisant un 
gradient 0-60% d'acetonitrile en 90 minutes. Le peptide lineaire pur a alors ete 
lyophilise, puis redissous dans 200 ml d'une solution Tris 100 mM, pH 8,0. Un equi- 
valent d'acide 5,5' dithiobis(2-nitrobenzoIque) a ete ajoute de facon a conduire a la 
formarion specifique du pont disulfure intramoleculaire entre les deux cystines. Le 
milieu reactionnel a alors ete acidifie puis purifie en utilisant le meme protocole que 
pour le produit brut reactionnel. Les fractions de produit pur ont ete regroupees et lyo- 
philisees. La purete du produit a ete confirmee par spectrometrie de masse 
20 electrospray. 

Des solutions stocks ont ete preparees par dissolution dans 1'eau et 
les concentrations ont ete determinees par spectrophotometrie en utilisant des 
coefficients d'extinction molaire de 1280 M «.cm ' pour la tyrosine, 120 M '.cm-' pour 
le pont disulfure et de 5690 M-'.cm" 1 pour le tryptophane. 
25 2) Metaux 

Tous les sels metalliques utilises sont des nitrates (>99,9% de purete, 
Aldrich, France). Les solutions meres sont acidifiees a pH=2 avec de 1'acide nitrique 
pour eviter la formation d'hydroxydes. 
3) Fluorescence 

30 LeS Spectres de fl «orescence sont enregistres sur un spectrometre 

Cary Eclipse (Varian, France) equipe d'un porte-cuve thermostate. La longueur 
d'onde d'excitation utilisee est de 280 nm avec des largeurs de fentes de 10 nm en 
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excitation et de 2,5 nm en emission. Les spectres sont enregistres entre 300 nm et 450 

nm dans une cuve de 1 cm de chemin optique. 

4 > Spectrofluorimetrie Laser * Resolution Tpm p ™»li,» (SLRT) 

Un laser Nd-YAG (modele minilite, CONTINUUM) operant a 266 
nm et delivrant une energie de 1 mJ en pulse de 4 ns a une frequence de 20 Hz a ete 
utilise comme source d'excitation. Le faisceau a et6 dirige dans une cuve en quartz de 
4 ml, puis dans la cellule de mesure du spectrofluorimetre « FLUO 2001 » (Dilor, 
France) a l'aide de lentilles en quartz. La lumiere a alors ete concentree a l'entree d'un 
polychromateur, et la detection du signal a ete effectuee a l'aide d'une barette de 1024 
photodiodes refroidies par effet Peltier (-30°C). L'enregistrement des spectres a ete 
realise en integrant le signal detecte par les photodiodes pendant une duree de 0,5s. Un 
circuit electronique synchronise avec le LASER a permis d'effectuer la detection 
apres un delai de 90 us pendant une duree de 50us. L'ensemble a ete controle par un 
ordinateur (DELL). 

5 ) Spectrometrie de mass ft du type electrngp ray (t?qt M s) 

Les spectres de masse du type electrospray en mode de detection 
positive ont ete enregistres avec un appareil Q-TOF II (MICROMASS). L'echantillon 
a analyser a ete introduit dans la source via un pousse-seringue (HARVARD 
APPARATUS). L'azote a ete utilise comme gaz de sechage et de collision avec une 
source chauffee a 80°C. La tension de cone etait de 30 Volts , et une haute tension de 
3500 kV a ete appliquee sur le capillaire. Le debit de solution echantillon a ete fixe a 5 
uL.min'. Les spectres represent la moyenne de 40 scans enregistres entre 400 et 
3000 m/z a une vitesse de scan de 6 s/scan. 
6 ) Dichroisme circulaire (rr>) 

Les spectres CD ont ete enregistres avec un appareil CD6 (JOBIN 
WON) equipe d'un porte cuve thermostat et contrdle par un ordinateur utilisant le 
logiciel CDMax. Les composes ont ete solubilises a une concentration de 5 uM dans 
un tampon MES ImM a P H 6,5. Les spectres ont ete enregistres a temperature 
ambiante entre 180 nm et 250 nm en utilisant une cuve de 0,1 mm de chemin optique 
Chaque spectre represente la moyenne de 4 accumulations successives obtenues avec 
un temps d'integration de 0,5 s et un pas de 0,5 nm. Les spectres ont ete lisses en utili- 
sant ralgorithme inclus dans le logiciel CDMax. 
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I^HmkJ.: Preparation d, peptides cydiq|Ies ^ „„ ^ , de ^ 
et analyse de la chelation des metanx lourds 
1) Preparation de peptides cycliques 

Le peptide lineaire de 33 residus correspondent aa site I de la 
5 ca, m odu.,„e (CaM : EQIAEFKEAFALFDKDGDGTITTKELGTVMRSL, SEQ ,D 
NO : I) teste par dichreVsnte circulate, „e presen.e ancune sti.cn.re ordonnee, nteme 
m.s en presence d'un excea d-ions calcium. A forte concentration (,00 pM) il 
S agrege en solution, vreisen.blab.en.en, en raison des interaction, intenrtoleculaires 
entre les parties hydrophobes des helices non structures. 
1° En consequence, afin d'empecher ces interactions defavorables a la 

fonnation d une shuctirre he.ice-boucle-he.ice native e, stable, des peptides 
contprenan, un pen, disulfure re.ian, ,es positions , 3 e , 29 dudi, peptide 
cotxespondan, respect™ aux positions ,9 et 35 dans la sequence de la' 
cataoduhne on, e,e prepare. En consequence, des peptides comprenan, ,es 
.5 — e, Va,3 5C ys on, ete sy.the.is*. De plus, .a nurtatio. Th^ 

ete .nseree pour peretetire d-inh-oduire une sonde fluorescen.e dans ,a boucle 
oocyte, de facon a suivre I. fixation du ntetid. En outre, ,-aeide ghrtantique en 
posttion 25 do peptide ou en position 3, de la cabooduboe a eventuelletnen, ete nrute 
en acide aspartique (GIu31 Asp). 

20 » T k, r> „ ^ PeP " deS Syn,h6tiS4S PnSSen,ent lK S&1Uences sui ™"«> (fisure 2 
e, Tableau I), dans lesquelles les mutations son, indiquees en gras • 

CaM-M, c : EQIAEFKEAFALCDKDGIXj^lTTKELGT£MRSL (SEQ ID NO : 2) 
CaM-M2c : EQlAEFKEAFAL£DKDGDGYTTTKfiLGTCMRSL (SEQ ,D NO : 3) 

25 2) Analyse de .a structure e, de Paflim.e des peptides cydiq-es pour .es metaux 
lourds (peptides CaM-M lc et CaM-M2c) 
a) Peptide CaM.Mi^ 

vis a vis de A' " CaM ' M ' C ^"^^ a ** e, son affimte 

30 (DO fl me ' aUX ' eS,te - — • Claire 

(DC) e , fluorescence a resolution .emporelle (SLRT). Les specties DC enregisties en 

preser.ee de 8 equivalents de me,a„x mention, une bonne afflnrte pour ,e calm , 
cadnttun,, ,e .erbium, .'europium e, .-uranium, ainsi qu'une affini.e plus faible av M ,e 
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cobalt. Aucune interaction n'est detectee avec les autres elements de la colonne des 
alcalino-terreux (Mg, Sr, Ba). 

L'analyse par dichroisme circulaire (DC) du peptide CaMlc montre 
un spectre typique d'une structure desordonnee avec un minimum a 190 nm (figure 3). 
L'absence de structure secondaire a ete confirmee par spectroscope de resonance 
magnetique nuc!6aire du proton (1H RMN). Par 1'addition de calcium en solution, le 
spectre DC prend une forme qui est typique d'une conformation helicoidale avec de 
minima a 206 et 222 nm. Un titrage de CaM 1 c par DC a ete alors effectue et 1 'intensite 
du signal dichroYque a 222 nm a ete reportee en fonction de la concentration d'ions 
calcium ajoutes (figure 4). La courbe d'isotherme de liaison qui passe par les points 
experimentaux demontre une stoechiometrie de 1/1 Ca/peptide et permet de calculer 
une constante de dissociation Kd de 30 uM. 

Le spectre de masse du peptide en absence du metal montre trois 
Pics principaux a 736,8, 920,7 et 1227,3 m/z, correspondant au peptide cinq, quatre et 
trois. fois protone, respectivement. L'introduction des concentrations croissantes en 
calcium au peptide mene a une modification de ce spectre avec de nouveaux pics a 
744,7, 930,6, 1240,5 m/z, compatibles avec un complexe de 1:1 peptidexalcium et 
pr&entant le meme etat de charge. Supposant que le peptide libre en metal et le 
complexe ont les reponses semblables de signal, une constante de dissociation peut 
etre calculee, comme decrit par Whittal et al. (Prot. Sci., 2000, 9, 332-343), conduisant 
a une Kd = 30 uM (Tableau II), en accord avec la valeur calculee par le titrage DC. 

Des ions lanthanides ont ete souvent employes comme modeles du 
calcium dans les etudes biologiques de molecules (Linse et al., J. Biol. Chem., 1991, 
266, 8050-8054). Des titrages de spectrofluorimetrie du peptide CaM-Mlc (solution 
20 uM dans 10 mM tampon MES, pH 6,5) par des solutions de terbium et d'europium 
ont ete executes par fluorescence laser resolue dans le temps (SLRT) (figure 5). Cette 
spectroscopie est basee sur une excitation du metal, suivie de la resolution temporelle 
du signal fluorescent, surmontant ainsi les limitations dues a la presence des 
fluorophores dont la fluorescence est de courte duree de vie mais de forte intensite 
(Whittal et al., precite). En utilisant une longueur d'onde d'excitation de 266 nm 
1'emission de fluorescence des deux lanthanides est observee par un mecanisme de' 
transfert d'energie par 1'intermediaire de la Tyr20 du peptide, avec une augmentation 
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de la fluorescence emiae du nteta, juaotfa u„e limi ,e appendant a „„ rappor, 
lanthantde : pepfide de , : , . Pollr „ terbium , ^ ^ ^ ^ 

5,7 , «T eUr ° PiUm ' ' e SPeC ' re m ° mre maXfaa d '^ si °" * » 
593 « 6,8 nn, Les tnes^rea «— « d'entiaaion de fluorescence (545 run pour Tb3+ 

e. 618 nm pour E„3 + ) en foncion de ,a concentration en .anUranide e, .-adaptation de 
ces donneea avec Piaotherme de Haiaon conduisen, a derenniner les consumes de 
dtsaocatton Kd(Tb3 + ) = 3,5 M M e. Kd(E„3 + ) = 0,6. pM (Tableau II). 

Dans le cas des ions uranyles, Petude de .a fixation d'iona uranyles 
au pept.de ea, rendue dilficfle par ,a speciation cotnp.exe de ce nteta, dans Peau 
(figure 6). En eftet, a P H 6,5, ,e diagra^ne de apeciation monne qu e ,ea especes 
n^ontatrea son, (UO.WOHV (67%) a wxov (17% , A ce p „ „ ^ ' 

5^ d ,on „ra„ yI e U0 2 * L-analyae du cotnp.exe fonne avec ,e pepfide par apecL 

" ^ m ° n,re qM '' UraniUm 63 — <• fonne UQ,» Or, ,„u ( ea 

les especea de Puraniun, sonl fluorescenleS| „ „ devjeni ^ ^ 

fl-eacence clashes, de auivre une aeule des eapeces preaentea en aolufion. Ce 

^■enre a e,e N* par ,a SLRT „ui repose aur ,e prineipe auivan, : aprea „„e exci- 
anon par une lsio „ lasw , a iitKtj(m de h fluorescence ^ 

dela, chora, par I •u.ilisa.eur ; „„ de,ai de 8 0 pa a pennia de sWanchir de toutea ,ea 
J—- - «W** pour ,a de.ec.ion. Dana cea conditions ina^enlalea, en 

TZ Z d '° nde dWi,a,i °" ^ ^ »«on 2 p M 

de UO ; <NO j)2 a etc effeclue par dea ajouta aucceaaifs denotes d'une ao J.„ 

aqueuse du peptide. Cette experience a pennia de determiner une cona,an te de diaao- 
ciation K<, de 4,7 uM, Tableau II. 

I^Uit Conaeantes de dissection des combes f „ rmes avK CaM . Mlc „ 

milieu aqueux a pH 6.5 




a i itrage par DC, b. Titrage par SLRT, c^fTt rage par ESI/MS 
* L'espece titree est 1'entite U0 2 (OH) + ! 

30 b) Peptide CaM-M?c 

Un deuxieme peptide comprenan, une mutation addifionnelle a 
savoir: la substitution de Vstri^ ' a 

1 acde glutam.que en position 31 de la sequence de la 
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calmodulin en acide aspartique (Glu3 1 Asp), a egalement ete synthetise. La chain 
laterale de l'acide amine est raccourcie d'un groupement methylenique, et la cavite 
formee par la boucle a done une taille plus importante. Les memes etudes de ESI/MS, 
DC, SLRT montre que ce peptide perd l'affinite pour tous les metaux divalents, ainsi 
5 que pour l'ion uranyle. Seules sont conservees les affinites pour les lanthanides avec 
des constantes de dissociation de 3,5 ± 1 uM et 3,2 ± 0,8 uM pour le Terbium et 
l'Europium respectivement. 

L'ensemble des resultats montre que les peptides cycliques etudies 
contenant les mutations Phel9Cys, Val35Cys et Thr26Tyr et eventuellement la muta- 
0 tion Glu31Asp, et dans lesquels les cysteines 19 et 35 sont reliees par un pont 
didulmre, presentent les proprietes suivantes : 

- contrairement au peptide lineaire correspondant au site I de la 
calmodulin (peptide CaM) qui ne presente pas de structure ordonnee et s'agrege en 
solution, les peptides cycliques synthases possedent une structure stable du type 

5 helice-boucle-helice, et 

- ils sont capables de lier de ions metalliques dont 1 'uranium VI 
(peptide CaM-Mlc), avec une affinite comparable a celle de la calmodulin native 
pour 1 'ion calcium. 

Ces resultats indiquent egalement que des mutations ponctuelles de 
0 la sequence de la boucle du site I de la calmodulin permettent de faire varier l'affinite 
relative des peptides pour divers ions metalliques. Toutefois, aucun des peptides 
mutants etudies ne lie specifiquement 1'uranium VI. 

Exemple 3 : Preparation de peptides cycliques specifiques de 1'uranium VI. 
1) Synthese des peptides 

Les peptides synthetises correspondent a des peptides cycliques 
contenant les mutations Phel9Cys, Val35Cys et Thr26Tyr, telles que decrites a 
1 'exemple 2 ainsi que les mutations additionnelles suivantes : 

- D20T (peptide CaM-M9c) 

- D24T (peptide CaM-MlOc) 

- D20T et D24T (peptide CaM-M3c) 

- D20S et D24S (peptide CaM-M7c) 

- D20T et D22T (peptide CaM-M6c) 
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- D22T et D24T (peptide CaM-M5c) 

- D20N, D22N et D24N (peptide CaM-M4c) 

- D20T, D22T et D24T (peptide CaM-M8c) 

De maniere plus precise, les sequences de ces peptides, dans 
lesquelles les residus mutes sont indiques en gras, sont representees a la figure 2 et au 
Tableau I. 

Une representation schematique de 1'uranyle dans la boucle 
coordinante de la calmodulin mutee (peptide CaM-M3c), obtenue a partir de la 
structure tridimensionnelle de la boucle de la calmoduline (code PDB : 1EXR) est 
1 0 presentee dans la figure 7. 

2) Analyse de l'affinite des peptides pour different* ions metalliques (peptides 
CaM-M3c, CaM-M4c et CaM-M5c). 

L'affinite du peptide CaM-M3c pour differents ions metalliques 
(Ca + , Mg 2+ , Ba 2+ , Tb 3+ , Eu 3+ , UG 2 -) a ete testee en utilisant deux m^thodes 
spectroscopiques : le dichroTsme circulate (DC) et la spectrometrie de masse 
electrospray (ESI-MS). 

Les spectres DC et les spectres de masse electrospray (ESI-MS) en 
mode de detection positive ont ete enregistres comme decrit a l'exemple 1 . 

La figure 8 montre que seul l'ajout d'un exces d'uranyle conduit a 
une modification du spectre dichrolque du peptide. CaM-M3c. Dans ce cas deux 
nouveaux minimas a 207 nm et 222 nm sont observes. lis sont caracteristiques'd'une 
structure secondaire ordonnee en helice a. Ce resultat est confirm* par 1'analyse ESI- 
MS : seul l'ajout d'uranyle en solution conduit a 1'apparition d'un pic de masse 
compatible avec la formation d'un complexe 1/1 peptide/U0 2 . 

Les peptides CaM-M4c, CaM-M5c, CaM-M6c, CaM-M7c, CaM- 
M8c, CaM-M9c et CaM-MlOc ont donne les memes resultats en spectroscopic de 
dichroisme circulaire et de masse (ESI-MS), ce qui indique que ces peptides ne lient 
pas le calcium, les lanthanides et les autres ions testes mais seulement 1 'uranium (VI) 
3) Analyse de la coordination de 1'uranium par le peptide CaM-M3c 
30 a) Problem e a rdsouHre (sp ^r^tir»n) 

L'analyse de la coordination de I'ion uranyle par une molecule 
biologique est envisagee a un pH proche de la valeur physiologique, c'est-a-dire 



20 



25 



WO 2005/012336 

PCTVFR2004/001698 

25 

comprise entie 6 e< 8. Or, a ce pH, Hon ^ ne „ prtse „ te ^ m 
umquemen, sous une seule forme UO,", mais sous la forme de different* complexes 
d4nves de ee coeur merallique : complexes hydroxos et carbonates par exemple Ce 
phenomene est designe sous le terme de speciation. La quantite de chacune des 
5 especes pr4sen.es en solution aqueuse depend de la concentration de l'uranium de la 
concentration des gaz dissous (carbonates), ainsi que des parametres th'emro- 
dynamiques assocics 4 Hon metallique. A une concentration de I pM en ummum le 
dtagramme de sp4ciatio„ (figure 6) montre que lea especes majorizes a pH 6 5 sont 
les especes (UO.MOH),*, U0 2 (0 H)2 et UCMOH)* represent, respectivemen. 52 ! • 
10 1 6 et 25,3 % de I •IJ(VI) en aolucion. Lea especes minoritaires son. U0 2 », UCtfOHy 
ainsi que des complexes uranium/carbonates. 

Lors d'une exp4rience de titrage par fluorescence classique, chacune 
de ces especes de 1 -uranium participe a Tintensite globale de fluorescence de.ec.ee 
apres exci.a.ion. Le calcul d'une conslan.e de dissociation es, des lors impossible 
15 putsqu'on ne pen. pas isoler la conlribution de chacune des especes presen.es en 
solution. Pour cette raison, les titrages on, 4t4 effeemfe e„ utilisan. Ia resolution 
.emporelle, c'est-4-dire la difference du .emps de vie de fluorescence de chacune des 
eapeces mises en jeu, comme d4cri« 4 Pexemple 1. E„ utilisan, un d4Iai superieur ou 
egal 4 70 pa entie le tir laser (excilation) e» .a d4.ec«„ n , la seule cs P 4ce d4.ec.4e es, .e 
20 complexe monohydroxo U0 2 (OH) + . 

b) Analyse de fa coordination de Ionium „, „ ^ ^ .. 

milieux ~~ 

bi) Analyse de la coordination deruranium 

L'uranium a 2 uM a ete titre par le peptide CaM-M3c dans un milieu 
aqueux pur dont le pH est ajuste a 6,5 a I'aide d'ammoniaque. Les parametres de la 
resolution temporelle (70 us de delai, ,00 us de largeur de porte, 0,5 s d 'integration) 
permettent de ne visualiser que Pespece monohydroxylee de l'uranium. 

A 1'ajout de quantites croissantes de peptide dans la solution initiale 
d'uranium, I'intensite de ,a fluorescence de U0 2 (OH) + diminue attestant de la coordi- 
nate du metal au peptide. Le graphe de I'intensite a 520 nm en fonction de la 
concentration en peptide ajoute peut etre simule par I'expression theorique corres- 
ponds a Pequilibre chimique mis en jeu, en tenant compte du fait que la concentra- 
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tion de U0 2 (OH)+ en solution est egale a 17,21% de l'U(VI) introduit. La constante 
de dissociation correspondant a 1'equilibre U0 2 (OH) + CaM-M3c -» (CaM- 
M3c)(U0 2 ) + OH' est calculee a partir de la simulation : Kd = 3,8 ± 0,3 uM (figure 9). 
b 2 ) Analyse de la cpprdinatipn.de l/uranium 

Dans une deuxieme experience, la chelation de 1'uranium par le 
peptide a ete etudiee dans un milieu tampon phosphate 1 mM, a pH 6,5. Dans ce 
milieu, 1'uranyle forme initialement des complexes avec les ions phosphite dont les 
donnees thermodynamiques sont les suivantes : 



PQ^+UQ* = UOaPCY lcg 10 K=13.7 



HPO/' + UC^ 2 - - UOjHPQ, log 10 K = 7.7 



0 H 3 P0 4 + U0 2 ^ ===== UOjH^ + IT lcg 10 K=l.l 

Les complexes uranium/phosphate presentent la particularite 
d'augmenter l'intensite de fluorescence de I 'ion metallique alors que les autres ligands 
connus conduisent a une attenuation de la fluorescence. 

Des fractions d'une solution aqueuse du peptide ont ete ajoutes 
successivement a une solution 2,0 uM de U0 2 (N0 3 ) 2 dans un tampon phosphate 1 mM 
a pH 6,5. Le spectre de fluorescence de Vion uranyle (X ex = 266 nm) a ete enregistre 
apres chaque ajout. L'ensemble des spectres obtenus est represente a la figure 10. 

Le graphe de l'intensite a 520 nm en fonction de la concentration 
d'uranium ajoutee est alors simule par 1'isotherme de liaison correspondant a la 
formation d'un complexe 1/1 entre 1'uranium et le peptide, selon la relation, deduite de 
Texpression de la constante de dissociation : 



I -I — ^° Q™* 



10 



4[c/]o+ m"-i (4[f/,o+ ^ )2 - 16[c/] o : 



(i) 



ou [U] 0 = 2,0 pM, IQ est la constante de dissociation du complexe, et [P] designe la 
quantite de peptide ajoute en solution. Les donnees experimentales ainsi que son inter- 
pretation par 1'equation (1) sont representees a la figure 1 1. La constante de dissocia- 
tion calculee par cette approche est de 18 ^M. 
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b 3 ) Analyse de la cp^ 

La coordination de l'uranium par le peptide a egalement ete etudiee 
en presence d'un melange d'autres ions. La composition du milieu reacUonnel 
correspond a une moyenne de la composition en ions de plusieurs eaux de source 
5 francos, auxquelles ont ete retires les ions carbonates qui sont des inhibiteurs de 
fluorescence de 1'uranyle. La composition exacte du milieu teste est la suivante ■ 
[Ca 2+ ]=[Mg 2+ ]= 2,0 mM 
[Na + ] = 0,4 mM 
[NCVJ = [SO4 2 ] = 4,0 mM 
10 pH = 6,5 

Ce milieu est artificiellement contamine par des concentrations 
d-unmmm de plus en plus faibles (20 pM, 2 pM, 0,2 pM). Dans chacun des cas le 
peptide est ajoute jusqu'a obtenir une extinction totale de la fluorescence de Itanium 
(figure 1 2). 



15 



Les constantes de dissociation apparentes calculees pour chacun de 
ces titrages sont de ,0 * 1 pM. Elles sont du meme ordre de grandeur que la constante 
de Association calculee dans 1'eau deionisee a pH 6,5 et en tampon phosphate. Ceci 
met en evidence 1'absence de competition entre U(VI) et les autres cations metalliques 
d'une part, et entre le peptide et les autres ligands de l'uranium d'autre part : le peptide 
20 CaM-M3c est done selectif de l'uranium dans ces conditions. 

Les resultats obtenus montrent que le peptide CaM-M3c qui possede 
les mutations D20T et D24T est selectif de l'uranium VI. Dans le domaine de 
concentration etudiee (0,1 pM a 2,0 mM en metaux), ,e peptide CaM-M3c coordine 
1'uramum avec une constante de dissociation entre 3,8 et 18 pM dans les different* 
25 mUieux testes. Aucune affinite mesurable pour Mg, Ca, Sr, Ba, Eu, Tb n'est detectee 

EXCmple 4 1 Ana,ySC dC ''-^action de l'uranium avec la calmodulin native de 
cerveau bovin 

I) Analyse de la coordination de Itanium par la protein, calmodulin de 
cerveau de bceuf. 

30 ^ coarii ^ ti <"' * ''"anlum (sons forme d-oranyle, 2,0 mM) par la 

proteme native en milieu phosphate . mM a egalement ete ehrdiee. La complexion 
de l-uraninm a la proteine S e tradui, par one ehnte de .'intensite de flnoreseenee de 
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Puranyle. Us spectres du tin-age sent represen.es 4 la figure 13. Dans une autre 
experience, une solution de nitrate d , urajlyle „„ ^ dans ^ j q 

mM (pH 7,0) a ete <i<ree par une solution de calmoduline jusqu'4 une concentration 
proteique de 8 p M . Apres ajou. de calmoduline 8 M M, des ions calcium on. e.e ajoutes 
■ jusqu'4 la concentration de 8 mM (figure 14). Lea valeurs du titrage de Puranyle par la 
calmoduline on, ete in,erpre«ees en simulan, les donnees experimentales par u„ 
systeme donations eorrespondan, a u„, deux, troia ou quatre ai.es independent pour 
1-uramum (figure 16). Le logieiel Dynafi. (Kuzmic, P. .996, Anal. Blacken,. 237 260- 
273) a e.e utilise pour cea simulations. Seul le aysleme prenan, en com p «e deux ai.es 4 
hau,e affini.e conduit 4 une simulation acceptable avec dea cons,an.ea de dissociation 
de 3,3 * 0,4 pM e. 0,72 * 0,2 pM pour chacun des deux ai.es. Les valeurs de 
competition avec les ions calcium on, e.e egalemen, in.erpre.ees avee un sys,eme 
donations adaptees e, ,a aimulation dea poin,s experimen,aux avec ce systeme ea, 
repor.ee dana la figure 1 7. La aimulation a e,e effecn.ee en consideran, qu'en presence 
de 8 pM de calmoduline e, de 0,4 pM d'uranyle, chacun des deux si,ea 4 hau,e affinfte 
ea, peup.4 de maniere equiprobab.e en unmium. 1. es, egalemen, consider* par 
hypolhese que chacun de ces deux sites es, independent de Pautie. La simulation es, 
done effectuee par un sys.eme de quane equilibres chimiques: deux correspondent aux 
eqmhbres de dissociation des complexes « si«e-„ranium >,, e, deux correspondent an 
deplacemen. de Puranium par le calcium dans chacun dea si.es. La simulation 
confirme qn'un seul des deux si.es complex* 4 Puranium es, deplace par le calcium 
Cec montre que la pro.eine calmoduline pen. fixer Puranium dans des sires de 
complexation du calcium. 

2) Interaction de la proline aver son ligand m p ,^— -'--mliim 

La calmoduline, en presence de calcium, peut lier et activer une 
grande diversite de cibles. Panni celles-ci, le peptide MLCKp, de ,7 residus et derive 
du domaine liant la calmoduline d'une kinase la chaine legere de la myosine de muscle 
de lapin (CALBIOCHEM) presente la sequence suivante : 
Ac-RRKWQKTGHA VRAIGRL-NH 2 (SEQ ID NO : 8) 

Deux series d'experiences ont ete realisees pour verifier que la 
proteme peut toujours interagir avec ce ligand en presence de Hon uranyle. 
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Dans une premiere serie, un spectre de fluorescence du tryptophane 
du hgand, dissous a la concentration 5 uM dans un tampon MES 10 mM a pH 6,5 a 
ete enregistre, comme decrit a 1 'exemple 1 . 

L'excitation de la solution a 280 nm permet de detecter une emission 
5 a 350 nm, caracteristique d'un tryptophane expose au solvant aqueux. L'ajout d'un 
equivalent de calmodulins en 1'absence de metaux, conduit a un deplacement du 
max,mum d'emission a 330 nm ainsi qu'a une augmentation de 25% de 1'intensite 
Ceci montre que la proteine interagit avec le Hgand, le tryptophane de celui-ci se 
trouvant alors dans un milieu plus hydrophobe. L'ajout en solution de 10 equivalents 
10 de calcium conduit a un spectre d'emission de fluorescence qui presente une intensite 
augmentee (+ 20%) et le meme maximum a 330 nm. Ces donnees sont en accord avec 
1'obtention d'une structure similaire a ,a structure cristallographique du complexe 
peptide/calmoduline obtenue en presence de calcium (PDB 1CDL). 

La meme experience realisee en presence d'uranyle conduit a une 
5 extmction totale de la fluorescence du tryptophane du Hgand (figure ,5). Ceci est 
compare avec une structure similaire a celle obtenue dans le cas du calcium En 
effet, ce dernier est un metal a couche pleine, qui ne presente aucune transition 
possmle en fluorescence. Par contre, avec 1'uranium, le tryptophane se dfcexcite via le 
metal qui presente des niveaux d'energie corresponds a une transition fluorescente 
0 L'em 1SS1 on detectee est alors celle du metal (X>450 nm) et non plus celle du 
tryptophane. Ce phenomene de transfert d'energie montre de plus que Puranium est 
dans ce complexe situe a moins de 15 A (distance maximale pour un transfert 
d'energie) du tryptophane, ce qui est en accord avec les distances mesurees sur la 
structure aux rayons X (10 A et 6,5 A) entre le tryptophane du peptide et deux des 
quatre calcium. 

Ces resultats indiquenl que des proteines cameleons derivees de la 
ealmod-hne, eo.nprenan, la S «que„ee d'au moins u„ peptide selon 1 'invention 
peuvent, en presence d'uraniunt, fixer 1. peptide substra. MLCK e, que peuveu. done 
etre uuhs6s comme biosenseurs specifiques de 1'uranium VI. 
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Exemplc 5 : Ana, yse comparative de I'affinite et de la specificity des peptides 
pour 1'uranium et le terbium. 

Les affmites comparees pour U0 2 2+ et Tb 3+ des peptides derives du 
site I de la calmodulins mutes au niveaux des residus tels qu'indiques dans le tableau 
III ci-dessous, ont ete mesurees en milieu phosphate 1 mM, pH = 7, par la technique, 
comme decrit a 1'exemple 1. 

Les resultats sont presentes dans le Tableau III ci-dessous. 



2+ 



.3+ 



Peptide 


Charge 


Res20 


Res22 


Res24 


Res31 


Kd (uM) 


Kd 


Kd 














uo 2 2+ 


Tb 3+ 


Ca 2+ 


CaM-M1c 


4 


D 


D 


D 


E 


6,8 


4uM 


30 uM 


CaM-M2c 


4 


D 


D 


D 


D 


>1000 


36 uM 


> 10 mM 


CaM-M3c 


2 


T 


D 


T 


E 


18 


15 mM 


> 10 mM 


CaM-M4c 


1 


N 


N 


N 


E 


26 


12 mM 


> 10 mM 


CaM-M5c 


2 


D 


T 


T 


E 


9,8 


23 mM 


> 10 mM 


CaM-M6c 


2 


T 


T 


D 


E 


29 


8,3 mM 


> 10 mM 


CaM-M7c 


2 


S 


D 


S 


E 


53 


9,3 mM 


> 10 mM 


CaM-M8c 


1 


T 


T 


T 


E 


54 


18 mM 


> 10 mM 


CaM-M9c 


3 


T 


D 


D 


E 


15 


56 uM 


> 10 mM 


CaM-M10c 


3 


D 


D 


T 


E 


47 


9,5 mM 


>10mM 
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Ces resultats demontrent que le remplacement dans la boucle 
complexante de la calmoduline d'un residu D24 par un residu neutre, par exemple 
threonine, ou de deux residus des residus D20, D22 et D24 par deux residus neutres, 
par exemple threonine ou serine, ou enfin des trois residus D20, D22 et D24 par des 
residus neutres, par exemple threonine, serine ou asparagine, induisent une s P 6cificite 
pour 1'uranyle. Pour ces mutants, I'affinite pour les ions calcium ou lanthanides est 
fortement reduite a la limite de la detection. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, Invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en ceuvre, de realisation et duplication qui 
viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 



WO 2005/012336 PCT/FR2004/001698 

3! 

variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans smarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 

1°) Peptide, caracterise en ce qu'il possede une structure du type 
helice-boucle-helice comprenant la sequence d'une boucle de la calmodulin incluant 
au moins une mutation en residus neutres selectionnes dans le groupe constitue par 
Ser (S), Thr (T), Cys (C), His (H), Tyr (Y), Asn (N) et Gin (Q) d'un, deux ou trois 
residus d'au moins l'un des quatre sites de fixation du calcium de la calmodulin : 

. site I : residus selectionnes parmi les residus D20, D22 et D24, 
. site II : residus selectionnes parmi les residus D56, D58 et N60, 
. site III : residus selectionnes parmi les residus D93, D95 et N97, 
. site IV : residus selectionnes parmi les residus D 1 29, D 1 3 1 et 

D133, 

lesdites positions etant indiquees en reference a la sequence de la calmodulin 
humaine (SWISSPROT P02593). 

2°) Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
mutation est de preference une mutation en residus neutres de threonine (Thr), de 
serine (Ser) ou d'asparagine (Asn). 

3°) Peptide selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracterise en ce que la mutation est de preference une mutation en un residu de 
threonine du residu D20, D22 ou D24, une mutation en un residu de threonine, de 
serine ou d'asparagine des deux residus D20 et D24, des deux residus D20 et D22 ou 
des deux residus D22 et D24 ou une mutation en un residu de threonine, de serine ou 
d'asparagine des trois residus D20, D22 et D24. 

4°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'il s'agit d'un mutant d'un site de fixation du calcium de la 
25 calmoduline. 

5°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, 
caract6rise en ce qu'il s'agit d'un peptide cyclique possedant des helices incluani 
chacune une mutation d'un residu d'acide amine en un residu permettant un pontage 
chimique, notamment un residu de cysteine, lesquelles cysteines etant reliees par un 
30 pont disulflire. 

6°) Peptide selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il possede 
les mutations F19C et V35C. 
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70) Peptide selon 1 'une quelconque des revocations 1 a 6, caracte- 
nse en ce qu ,, inclut egale me nt la station d'un residu d'acide amine en un residu 
d acide aminS fluorescent. 

< . •„ ... ^ PeP ' ide Sel ° n " revendicalio " 7 > caracterise en ce que ledit 

5 *s,du d acide amine flu™ es, u„ residu de tyrosine o„ „„ rfaidu de 

9°) Pept.de selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il possede 
one mutation se.ectionnee dans le groupe cons.itue par: T26Y, T26W, A15W et 
F16W. 

10") Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 4 9 
10 caractense en ce qu'il presen.e I'une des sequences SEQ ID NO : 4-7 ou SEQ ID NO :' 
9-12. 

H°) Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 10 
caracterise en ce qu'il est conjugue a au moins un fluorophore. 

12°) Peptide selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il est 
1 5 conjugue a deux fluorophores differents. 

13°) Peptide selon la revendication 1 1 ou la revendication 12 
caractense en ce que ledit fluorophore est une proteine fluoresced selectionnee' 
parm, : EBFP, ECFP, EYFP, EGFP, DsRed, CopGFP et PhiYFP. 

14°) Peptide selon la revendication 1 1 ou la revendication 12 
caractense en ce que ledit fluorophore est selectionne panni le dansyle, la coumarine,' 
la fluoresceine et les derives Alexa. 

15°) Peptide selon I'une quelconque de revendications 1 a 14 
caracterise en ce qu'il est associe a au moins une molecule permettant ,e cihlage dans' 
le rein et/ou dans les os. 

16°) Peptide selon I'une quelconque de revendications 1 a 14 
caractense en ce qu'il est associe a une molecule favorisant son excretion ,„ Wvo ' 

17°) Polypeptide, caracterise en ce qu'il comprend la concatenation 
d au moms deux peptides identiques ou differents, selon I'une quelconque des reven- 
dications 1 a 16. 

1 8°) Composition peptidique, caracterisee en ee qu'elle comprend 
an mo.ns un po.ypep.ide selon la revendication .7 e. au moins „ n vaikule 
convenable. 
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19°) Proline de fusion, caracterisee en ce qu'elle est constitute par 
la fusion en phase de la sequence d'au moins un peptide selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 1 o; avec la sequence d'une proteine appropriee. 

20°) Proteine de fusion selon la revendication 19, caracterisee en ce 
5 que la sequence dudit peptide est fusionnee a la sequence d'une proteine selectionnee 
dans le groupe constitue par la calmoduline, les proteines cam61eons issues de la 
precedente et des proteines possedant un motif du type helice-boucle-helice, capables 
de lier le calcium. 

21°) Proteine de fusion selon la revendication 19 ou la revendication 
1 0 20, caracterisee en ce qu'elle est conjuguee a au moins un fluorophore tel que defini a 
la revendication 13 ou 14. 

22°) Proteine de fusion selon la revendication 21, caracterisee en ce 
que Pune des extremites de la dite proteine est couplee a un donneur de fluorescence 
et 1 'autre est couplee a un accepteur de fluorescence. 
1 5 23°) Proteine de fusion selon la revendication 22, caracterisee en ce 

qu'elle comprend a 1'une de ses extremites la sequence de 1'EBFP ou 1'ECFP et a 
1'autre extremite la sequence de 1'EGFP ou de 1'EYFP. 

24°) Utilisation d'un produit selection^ dans le groupe constitue 
par: un peptide selon 1'une quelconque des revendications 1 a 16, un polypeptide 
selon la revendication 1 7, une composition peptidique selon la revendication 1 8 et une 
proteme de fusion selon I'une quelconque des revendications 19 a 23 pour la 
preparation d'un reactif destine a ,a detection des sols et des eaux contamines par 
Puranium. 

25°) Utilisation d'un produit selectionne dans le groupe constitue 
par: un peptide selon 1'une quelconque des revendications 1 a 16, un polypeptide 
selon la revendication 1 7, une composition peptidique selon la revendication 1 8 et une 
proteme de fusion selon 1'une quelconque des revendications 19 a 23, pour la prepara- 
tion d'un reactif destine au diagnostic d'individus contamines par 1'uranium. 

26°) Molecule d'acide nucleique isolee, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence codant pour un peptide selon 1'une quelconque des 
revendications . a 16, un polypeptide selon la revendication 17 ou une proteine de 
fusion selon 1'une quelconque des revendications 19 a 23. 
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27°) Sondes et amorces, caracterisees en ce qu'elles sont aptes a 
detecter/amplifier specifiquement les molecules d'acides nucleiques selon la 
revendication 26, lesquelles sondes et amorces comprennent une sequence d'environ 
10 a 30 nucleotides adjacente a un motif du type helice-boucle-helice ou bien a une 
5 des h61ices ou a la boucle de ce motif, d'une proteine liant l'ion calcium. 

28°) Vecteur recombinant eucaryote ou procaryote, caracterise en ce 
qu'il comprend un insert constitue par une molecule d'acide nucleique selon la reven- 
dication 26. 

29°) Cellules eucaryotes ou procaryotes, caracterisees en ce qu'elles 
1 0 sont modifiees par un vecteur recombinant selon la revendication 28. 

30°) Organisme animal non-humain transgenique, caracterise en ce 
qu'il comprend des cellules modifiees par une molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 26. 

31°) Plante transgenique, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
cellules modifiees par une molecule d'acide nucleique selon la revendication 26. 

32°) Cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees par un systeme de 
regulation, qui inclut un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 16 en 
tant que regulateur ou represseur d'un gene codant pour une proteine bioluminescente. 

33°) Utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees 
selon la revendication 29 ou de plantes transgeniques selon la revendication 31 pour 
la remediation des sols et des eaux contaminees par 1 'uranium. 

34°) Utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees 
selon la revendication 32, pour la preparation d'un reactif destine a la detection des 
sols et des eaux contamines par 1 'uranium. 

35°) Utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees 
selon la revendication 32, pour la preparation d'un reactif destine au diagnostic 
d'individus contamines par 1'uranium. 

36°) Anticorps, caracterise en ce qu'il se lie selectivement au 
peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 16. 

37°) Kit pour la detection d'une contamination par 1'uranium 
caracterise en ce qu'il comprend au moins : un peptide selon l'une quelconque des' 
revendications 1 a 16, un polypeptide selon la revendication 17, une composition 
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peptidique selon la revendication 18, une proline de fusion selon Tune quelconque 
des revendications 19 a 23, un anticorps selon la revendication 36, ou des cellules 
procaryotes ou eucaryotes modifies selon la revendication 32. 
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position 7 
CaM : 

CaM-M ] c : 

CaM-M2c : 

CaM-M3c: 

CaM-M4c: 

CaM-M5c : 

CaM-M6c : 

CaM-M7c : 

CaM-M8c : 

CaM-M9c 

CaM-M 10c 
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FIGURE 6 
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FIGURE 13 
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0263-089-SEQ.ST25 
SEQUENCE LISTING 



<110> COMMISSARIAT A L ' ENERGIE ATOMIQUE (CEA) 

vita t cl audio 

LE CLAINCHE, Loi C 

MONJARDET, veronique 

<120> PEPTIDES CHELATANT L ' URANIUM ET LEURS APPLICATIONS 

<130> F263PCT89 



<150> FR 0308211 
<151> 2003-07-04 



<160> 12 



<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 33 

<212> prt 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM 

<400> 1 



Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Phe Asp Lys Asp 

5 10 15 

Gly Asp Gly Thr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr val Met Arg ser 

^ u 25 *n 



Leu 



<210> 2 
<211> 33 



Page 1 



WO 2005/012336 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-Mlc 
<400> 2 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asp Lys Asp 
15 10 15 

Gly Asp Gly Tyr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arq Ser 

20 25 30 

Leu 

<210> 3 
<211> 33 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-M2c 
<400> 3 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala phe Ala Leu cys Asp Lys Asp 
15 10 15 

Gly Asp Gly Tyr lie Thr Thr Lys Asp Leu Gly Thr Cys Met Arg ser 

20 25 30 

Leu 

<210> 4 
<211> 33 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-M3c 
<400> 4 
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Leu 



<210> 5 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> peptide CaM-M4c 
<400> 5 

Glu Gin He Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asn Lys Asn 
1 5 10 15 

Gly Asn Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arq ser 

20 25 30 

Leu 



<210> 6 

<211> 33 

<212> prt 

<213> Arti f i ci al sequence 



<220> 

<223> peptide CaM-M5c 
<400> 6 

Glu Gin He Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asp Lys Thr 
1 5 10 15 

Gly Thr Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr cys Met Arq ser 

20 25 30 

Leu 
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<2 io> 7 0263-089-SEQ.ST25 
<211> 33 
<212> prt 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide caM-M6c 
<400> 7 

Glu Gin He Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Thr Lys Thr 

* 10 15 

Gly Asp Gly Tyr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg ser 

25 30 

Leu 



PCT/FR2004/001698 



<210> 8 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide MLCKp 
<400> 8 

Arg Arg Lys Trp Gin Lys Thr Gly His Ala val Arg Ala lie Gly Arg 

10 15 

Leu 



<210> 9 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-M7c 

<400> 9 
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Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Ser Lys Asd 

1 5 10 15 

Gly ser Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr cys Met Arg ser 

* u 25 30 

Leu 



<210> 10 
<211> 33 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-M8c 
<400> 10 

Glu Gin He Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Thr Lys Thr 

5 10 - 



15 



Gly Thr Gly Tyr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg Ser 



30 



Leu 



<210> 11 

<211> 33 

<212> prt 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-M9c 

<400> 11 



Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Thr Lys asd 

5 10 15 

Gly Asp Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg ser 

c. u 25 



30 



Leu 
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<210> 12 0263-089-SEQ.ST25 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-M10c 

<400> 12 

Glu Gin He Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asp Lys Asp 



15 



Gly Thr Gly Tyr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg ser 



30 



Leu 
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